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A existencia concomitante de preci-

pitinas e precipitinogeno em circulação

no sangue de animaes vaccinados com so-

ros de especies afastadas é um facto

mencionado de longa data e que pela

sua significação apparentemente contra-

ditória attrahiu desde logo a attenção de

numerosos autores.

LINOSSIER e LEMOINE parece te-

rem sido os primeiros a verificar o fe-

nómeno. EISENBERG estudou-o detalha-

damente e tentou explicá-lo por lun es-

tado de equilibrio chimico regulado pela

lei de acção das massas. VONDUNGERN
em 1904, em niunerosas precipitações

demonstrou que esta reacção está fora

da alçada dessa lei e entrando minucio-

samente na analyse do phenomeno con-

cluiu por acreditar que nos soros antigeni-

cos, não existia umúnico precipitinogeno,

mas múltiplos, os quaes despertavam nos

animaes immunisados, precipitinas, não

uma só, mas varias, com affinidade

apenas para o precipitinogeno correspon-

dente, de modo que a presença simulta-

nea de antigeno e anticorpo em circula-

ção, se podia bem comprehender, sem ad-

mittir que por isso necessariamente a

precipitação se effectuasse.

Comtiido, por outro lado, foram mui-

to discordantes os resultados obtidos por
grande numero de autores que se preo-

cuparam em demonstrar a especificida-

de de precipitinas para determinadas

proteínas.

Assim, LEBLANC, immimizando coe-

lhos com albmnina e pseudo-globulina de

soro de bôi obteve precipitinas que só

precipitavam com os antigenos que ti-

nham servido para a immunização. OBER-
MAYER e PICK, ROSTOSKI, UMBER,
LANDSTEINER e CALVO, acham que

pelo contrario uma tal especificidade não

se verifica. OBERMAYERe PICK em-

pregaram como antigeno nas suas expe-

riencias différentes substancias extrahidas

da clara do ôvo : quatro globulinas chi-

micaraente distinctas, uma albumina cris-
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tallizavel e outra uño cristallizavel. LAN-

DSTEINER e CALVO immunizüram ani-

maescom différentes fracções de soro de

cavallo obtidas pelos processos usuaes de

precipitação. UMBERusou albuminóides

da clara do ôvo, uma albumina e uma

globulina sob formas cristallinas. ASCO-

LI, poude entretanto por meio da absor-

pção electiva demonstrar que os immuni-

sôros obtidos pelo tratamento de coelhos

com as différentes fracções de soro de

cavalio não eram inteiramente idênticas.

A propriedade precipitante é total-

mente retirada do soro se elle for tratado

pelo antiíjeno correspondente era dose

sufficiente, ao passo que uma outra fra-

cção de soro de cavallo, dá imia reacção

parcial que permilte posteriormente ainaa

uma precipitação com a reacção que ser-

viu para immunizar o animal. Numerosos

autores se preocuparam ainda com esta

face do problema, mas os seus resultados

não forneceram uma conclusão mais se-

gura que a dos precedentemente indica-

dos. (BERTARELLI, SACCONAGHI.

FRANCESCHELLI.) Pensa UHLENÍÍUT

que os processos chimicos de preparação

e purificação destes anligenos não são

sufficientemenle perfeitos para fazer pen-

der a opinião neste ounaquelle sentido,

porque a reacção de precipitação é muito

mais sensivel do que as que podem dar

os reagentes chimicos.

E esta também a maneira de ver da

maioria dos autores que contribuíram pa-

ra estes trabalhos. Recentemente autores

ha que pretendem explicar a existencia

lado a lado de precipitina e precipitino-

geno tomando como base a analogia que

este phenomeno apresenta com certos

equilibrios coloidaes, mantidos por co-

loides protectores (ZINSSER, YOUNG).

Entre numerosos argumentos, um dos

que mais convence é o da precipitação

lenta, expontânea «autoprecipitação» que

.se dá nos soros precipitantes conserva-

dos. E' sabido, não obstante, que a mes-

jma precipitação se dá nos soros nonnaes

guardados nas melhores condições (Uh-

lenhut). Este ponto de vista, aliaz, foi

combatido por WEIL que voltou á velha

concepção de V. DUNGERN,depois de nu-

merosas precipitações executadas com al-

bumina cristallisada de ovo. WEIL (§>

afirma que se umaproteína pura como al-

bumina de ôvo fôr usada para immimiza-

ção, nunca anti^jeno e anticorpo se encon-

tram em circulação conjuntamente. (§)

WEIL citado por ZINSSER. Infection and
resislence 1918 pag. 271.

A questão, porém não terminou ain-

da e espera uma solução definitiva.

Os resultados que obtivemos nos nos-

sos ensaios não parecem ser totalmente

desprovidos de interesse. Pensamos que
a prevalecer a opinião de V. DUNGERN,
experimentalmente, um caminho poderia

ainda ser explorado, e era aquelle que

levando em conta o periodo de incuba-

ção das precipilinas para as différentes

fracções do soro antigenico usado, pudesse

indicar que realmente cada fracção deter-

minaria um periodo de incubação diffé-

rente e proximamente especifico na mes-

ma especie animal.

Comquanto sejam conhecidas gran-

des oscillações individuaes dentro de uma
mesma especie na capacidade de produ-

ção dos anticorpos que nos interessam,

iniciamos o estudo de uma serie de ani-

maes resolvidos a questão sob este ponto

de vista. Como as injecções múltiplas

encurtam o periodo de incubação ao

mesmo tempo que reduzem o tempo de

permanencia do precipitinogeno na cir-

culação, só aproveitamos para as nossas

series os animaes que nos forneciam

precipilinas submettidos a uma só inocu-

lação. Como é provável também que

os différentes precipitinogeuos não se con-

servem nos soros de animaes da mesma

especie, na mesma proporção, emprega-

mos sempre como antigeno uma partida

de soro de cavallo, proveniente de uma

so sangria.
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ta Serie de experiências:

Quatro coelhos de peso proximamen-
te egual, foram inoculados, com 10 cc.

de soro normal de cavallo e sangrados

no 4o, 5°, 9o, 16", dia depois da inocula-

ção. Separados os quatro soros, foram

dosados no seu valor precipitante, não

só por diluição do precipitinogeno, como

por diluição do próprio soro precipitante

em presença de imia diluição a 1/100 de

precipitinogeno.

Soro de 4 dias éra precipitante até
1/1.000 e precipitava diluido a 1/2.

Soro de 5 dias éra precipitante até
1/10.000 e precipitava diluido a 1/2.

Soro de 9 dias éra precipitante até
1/10.000 e precipitava diluido a l/S.

Soro de 16 dias éra precipitante até

1/10.000 e precipitava diluido a 1/32.

Os soros precipitantes eram usados
em natureza na dose de 0,5, e precipiti-

nogeno em doses decrescentes de me-
tade até 1/64.

la Serie soro prec. 16 dias 0,5+0,5 cc. de 1/2, 1/4, 1/8 etc. 1/64. Soro de 4 dias anel

até 1/64.

2a Serie soro prec. 16 dias 0,5-^0,5 cc. de 1/2, 1/4, 1/8 etc. 1/64. Soro de 5 dias 1/64.
3a

5a

fia

7a

8a

9a

10a

lia

12a

0,5—0,5 «
* 9
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Soro de 10 dias precipitado até

1/10.000 e diluido precipitado até 1 16.

Soro de 6 dias precipitado até

1/1.000 e diluido precipitado até 1/ 4.

O precipitado com soro de 10 dias
no tubo a 1/100 de precipitinogeno, foi

ligeiramente menor que com soro de 16
e sensivelmente mais abundante que com
soro de 21 dias.

la Serie soro prec. de 21 dias 0,5—0,5 soro de 16 dias (diluições até 1/256) 1/64
2a

3a

4a

5a

6a

7a

8a

Qa

10a

lia

12a

16

10

soro de 10 dias 1/118
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4e soro normal de cavallo e oito dias de-

pois sangrado.

A mistura destes dois soros, obede-

cendo ao mesmo criterio dos ensaios

anteriores não deu nenhum precipitado.

Dois coelhos receberam subcutánea-

mente 15 c.c. de soro normal de cavallo

lo e 10° dias depois foram sangrados.

Um dos soros precipitava até 1/1.000,

o outro ligeiramente heraolizado não ia

além de 1/1.000.

A mistura em series, destes dois so-

ros também não deu precipitado, mesmo
usando os soros em natureza.

Assim conclue-se que:

a) Os soros precipitantes com o mes-

mo periodo de sangria, embora possuam
o mesmo titulo precipitante e grandes

differenças na quantidade de precipitino-

geno, não dão em geral precipitação

quando postos em contacto.

b) Soros precipitantes com o mesmo
tempo de sangria, com titulos precipi-

tantes différentes embora com quantida-

des proximamente eguaes de precipitino-

geno, também não deram a formação
de anel.

Devemos entretanto accrescentar que
algumas vezes posteriormente, obtivemos

pela junção de soros precipitantes com
o mesmo tempo de sangria (10° dia, 16o

dia) a formação lenta de umanel dif fuso,

sem duvida nenhuma dependente de um
phenomeno de precipitação.

Essas relações eram entretanto mui-
to fracas em comparação com as que
obtivemos nas series acima mencionadas
com os soros de datas différentes. Somos
levados a crer por isso que os periodos

de incubação das diversas precipitinas

na especcie de animaes empregados, são

apenas proximamente idênticos e que
o caracter de nitidez que apresentam os

nossos ensaios, deriva dos intervallos de
tempo aproveitados sufficientemente lar-

gos para excederem ás oscillações indivi-

duaes.

5» Serie de experiencias:

Umcoelho foi inoculado com 15 c.c.

de soro normal de cavallo e sangrado
com 21 dias, deu precipitinas até 1/10.000

Este soro misturado com o de 16
dias, já usado anteriormente e de titulo

precipitante egual a l/.OOO.OOO, não mos-
trou formação de precipitado emnenhum
tubo.

Dois coelhos de peso proximamente
egual foram inoculados com 15 c.c. de
soro normal de cavallo e quatro dias de-

pois cora mais 10 c.c. Sete dias depois
da ultima inoculação um dos coelhos
(no 1) foi sangrado em 50 c.c. de sangue
o outro (no 2) só em 10 c.c.

O poder dos dois soros em precipiti-

nas não iam além de 1/10.000 e a mis-
tura dos dois soros em qualquer propor-
ção não dava occasião ao apparecimento
do anel. Cinco dias mais tarde, foram
estes animaes novamente sangrado.s. O
soro no 1 precipitava só até 1/1.000 o
no 2 ainda até 1/10.000.

la Ser. soro no 1 (2asangr.) 0,5—0,5

1/2 etc. soro no 1 da 1» sang. 0.

2a Ser. soro no 1 (2asangr.) 0,5—0,5

1/2 etc. soro no 2 da la sang. 0.

3a Ser. soro no 2 (2a sangr..) 0,5—0,5

1/2 etc. soro no 1 da la sang. 1/16.

4a Ser. soro no 2 (2a sangr..) 0,5—0,5

1/2 etc. soro no 2 da la sang. 1/8

Destes resultados pode-se talvez con-

cluir que:

O precipitinogeno já não se conserva

em circulação no coelho em quantida-

des demonstráveis, quando se injectam

15 c.c. de soro de cavallo, no 21 dia.

Quando se sangra um animal vacci-

nado, duas vezes, com um intervallo de
tempo regular, o soro de data posterior,

posto que não tenha aimientado o titulo

precipitante, adquire a propriedade de
demonstrar o precipitinogeno do de data

de sangria anterior. Se porém, a quanti-

dade de sangue tirado na la sangria fôr

sufficientemente forte, o soro desse outro
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animal não só baka visivelmente de

titulo, mas não adquire a propriedade de

precipitar o de data anterior. Parece por-

tanto, que neste caso a sangria não só

retira as precipitinas já existentes em
grande parte, mas também retira o pre-

cipinogeno, em circulação no sangue, pre-

cipitinogeno que se deve por isso consi-

derar como necessário para a formação

das precipitinas que precitam o preci-

pitinogeno da 1» sangria. Tudo se passa

pois, no processo de vaccinação. como se

as diversas fracções do soro fossem reti-

radas da circulação á medida que vão

aparecendo no sangue os anticorpos, que

as precipitam, anticorpos que se vão

sommando emqualidade até o dia ?ío,

ou mesmo talvez até mais tarde.

Para o assumpto de que nos vimos

ocupando, outro facto entretanto, nos

poderia servir para orientação. E' sabido

que muitos anticorpos funcionam, se não

como precipitinogenos, como substancias

extremamente próximas destes corpos.

(KRAUS e PRIBRAM). DEHNEe HAM-
BURGER verificaram em 1904 que os

soros precipitantes para cavallo (coelho),

eram capazes de fazer cair juntamente

com o precipitado, a antitoxina tetânica

dos soros de cavallos iramunisados activa-

mente, contra essa toxina. Que essa rea-

ção era absolutamente esp>ecifica e não

corria por conta de umphenomeno physi-

co ficou exuberantemente provado além

do desses autores pelos trabalhos de

KRAUS e PRIBRAM e de V. EISLER e

TSURU'.
Começamos por determinar até que

intervallo de tempo, a antoxina tetânica

podia ser encontrada na circulação de

coelhos inoculados em quantidade sufi-

ciente, e os nossos resultados aproxi-

mam-se dos autores que estudaram esse

ponto. (DENNE e HAMBURGERTIZ-

ZONI, etc.)

Tres coelhos de tamanho regular, fo-

ram inoculados em intervallos de cinco

dias, com 3, 5, 7, c.c. de soro antiteta-

Xiico representando um total de 15.000

U. A. O soro dos coelhos tinha-se mos-
trado previamente indifférente em face

da antitoxina como cuidadosamente veri-

ficamos.

Ao fim de 13 dias depois da ultima
inoculação, restavam-nos dois aniraaes

que sangrados forneceram soro para.

exarae.

Reacção das precipitinas presente.

U Cobaia— 1/2.000 s. ant.— 2 cc. ag.

fis. Test. dose. Pal. tet. no 5(> dia.

2a Cobaia— 1/1.000 s. ant.— 2 cc. ag..

fis. Test. dose. Sobreviveu.
3a Cobaia— 1/2.000 s. ant.— 2 cc. s.

coelho no 1 Test. dose. Fal. tet. no 8» dia^

4a Cobaia -1/1.000 s. ant.— 2 ce. s^

coelho n" 1 Test. dose. Sobreviveu.
5a Cobaia- 1 2.000 s. ant.— 2 ce. s.

coelho no 2 Tes. dose. Eal. tet. no 7° dia.

6a Cobaia- 1 1.000 s. ant.— 2 cc. s,

coelho w 2 Tes. dose. Sobreviveu.

7^» Cobaia— 2 cc. sôro coelho no

1- 0.002Õ tox tet. Sobreviveu.

8^ Cobaia— 2 cc. sôro coelho n».

2-0,0025 tox. tet. Sobreviveu.
9a Cobaia —0,0005 tox. tet. FaJleceu^

do 4" para o 5" dia.

Os soros dos coelhos foram colloca-

dos com as diluições de sôro antitoxico,

durante luna hora na estufa, ao fim da
qual se juntava a testemunha dose da

toxina que se deixava mais uma hora Á
temperatura ambiente. A antitoxina usa-

da foi sempre a mesma e as dosagens,

foram sempre executadas segundo o mé-

todo de ROSENAUANDERSON.
Vê-se assim que á distancia de treze

dias da ultima inoculação, existia ainda

em quantidade muito apreciável antito-

xina de cavallo em circulação, embora,

existissem já precipitinas em abundancia.

Oito dias mais tarde, por nos ter fal-

lecido um dos animaes, foi sangrado ou^

tra vez o restante e examinado o sôro.

Reacção das precipitinas presente.

la Cobaya- 1/2.000 s. ant.— 2 cc. ag.
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fis. Test. dose. TeL local no 3o dia, fal. 4°

2a Cobaya—1/2.000 s. ant.— 2 ce. ag.

fis. Test. dose. Tet. dose. Bôa saude. So-

iîreviveu.

3a Cobaya—1/2.000 s. ant —2 ce. ag.

sôro coelho no 1—Test. dose. Tet. dia-

phragmatico. Fallecen no 2o dia á tarde.

4a Cobaya—1/1.000 s. ant. —2 ce.

sôro coelho no 1-Test. dose. Tet. local

nitido no lo dia. Amanheceu morta no 2o.

Como se vê dessa vez a antitoxina

foi inteiramente subtrahida do sôro anti-

toxico. Pudemos observar nitidamente que
a inactivação a 56o, meia hora, não altera

em nada o poder inactivante para a an-

titoxina, e assim também como DENNE
e HAMBURGER,conseguimos facilmente

regenerar a propriedade antitoxica dis-

solvendo o precipitado em excesso de

precipitinogeno (sôro normal de cavallo).

Parece que a não se tratar aqui de um
papel precipitinogenico da antitoxina, a

interpretação do phenomeno fica muito

obscura, visto que uma vez ligada á to-

xina correspondente como pudemos asse-

gurar-nos, o sôro precipitante é incapaz

de libertar a to.xina do seu anticorpo:

U Cobaya—1/1.000 s. ant.— 2 ce. Sôro

precipitado.— Test. dose.

2» Cobaya—1/1.000 s. ant.— Test dose
—2 ce. sôro precipitado.

3a Cobaya—1/1.000 s. ant.— 2 ce. ag.

physiol— Test. dose.

Na 2a cobaya a toxina depois de uraa

hora de contacto com a antitoxina, loi

deixada mais uma hora na estufa com
sôro precipitante.

A la cob aya morreu de tétano em
xiois dias. As outras duas sobreviveram

quarenta e mn dias depois da ultima

inoculação, o sôro deste mesmo animal,

outra vez sangrado, conservava ainda ni-

tidamente a propriedade de inactivar a

antitoxina.

Cinco coelhos foram inoculados sub-

cutáneamente com 15 C.C. de sôro nor-

.mal de cavallo e sangrado no 6o, 10o, 16°,

21o e 26o dias.

(Soros empregados a pags. III).

la Cobaya—1/1.000 s. ant.— 2 ce. s*

pre. 6o dia— Test. dose.
2a Cobaya—1/1.000 s. ant— 2 ce. s.

pre. lOo dia— Test. dose.
3a Cobaya—1/1.000 s. ant.— 2 ce. s.

pre. 16o dia— Test. dose.
4a Cobaya—1/1.000 s. ant.— 2 ce. s.

pre. 21 o dia— Test. dose.
5a Cobaya—1/1.000 s. ant.— 2 ce. s.

pre. 26o dia— Test. dose.
6a Cobaya—1/1.000 s. ant— 2 ce. s.

ag. physiol. dia— Test. dose.

No segundo dia depois da inoculação
falleceram de tétano a 3a, 4^ e 5a cobayas;
as outras tres permaneceram em bom
estado sempre. D'aqui resulta que as

precipitinas capazes de arrastar a antito-

xina só apparecem na visinhança do 16«

dia depois da inoculação, independente-
mente do titulo precipitante do sôro ou
da quantidade do precipitado que se for-

me.

Um coelho recebeu tres inoculações

subcutâneas de sôro normal de cavallo

na seguinte ordem :

Em 10/1/1920—15 c. c.

Em 12/1/1920-10 c c.

Em 15/1/1920—10 c. c.

Sangrado em 21 deu precipitinas até

1/100.000 cora precipitado muito abun-
dante até a diluição de 1/1.000 de preci-

pitinogeno.

Em 23/1/1920.

la Cobaya—1/1.000 s. ant— 2 ce. s.

pre. Test dose.

2a Cobaya- 1/2.000 s. ant.— 2 ce. s.

pre. Tes. dose.

3a Cobaya—1/1.000 s. ant— 2 ce. s.

ag. fis. Tes. dose.

4a Cobaya- 1/2.000 s. ant— 2 ec. ag.

fis. Tes. dose.

A quarta cobaya morreu em 60 ho-

ras; a segimda em 72 horas. As duas so-

breviveram.



116

Um coelho vaccinado com soro con-

centrado antitetanico (estalão america-

no), por meio de tres inoculações es-

paçadas de cinco em cinco dias, foi san-

grado 21 dias, depois da ultima injecção

e o seu soro precipitava a antitoxina Ião

bem quanto os outros anteriormente usa-

dos.

Coma antitoxina diphterica nunca pu-

demos, porem, apezar de todos os esfor-

ços verificar a desapparição da antito-

xina pelo emprego de soros precipitantes,

bem que tivéssemos usado soros antito-

xicos da proveniência différente e d ti-

tulo sufficientemenle alto para os poder-

mos empregar nas dosagens em diluições

eguaes as que eram usadas para a anti-

toxina tetânica: e bem que todos os soros

precipitantes tivessem sido previamente

verificados activos para a antitoxina te-
j

tánicas.

Cobayas de 250 grs.
|

la Cobaya—1/700 s. ant. dift. 2 ce.
I

s. prec. 21 dias— Test. dose.

2a Cobaya—1/1.000 s. ant. dift. 2 ce. |

s. prec. 21 dias— Test dose.

3a Cobaya—1/700 s. ant. dift. 2 ce.

ag. physiol.— Test. dose.

4a Cobaya—1/1.000 s. ant. dift. 2 ce.

ag. physiol.— Test. dose.

Destas cobayas a ultima morreu do
quarto para o quinto dia, assim como
a segunda cinco boras depois, ambas
Com congestão das capsulas suprarenaes,

e infiltrações hemhorragicas do ponto de

inoculação.

Cobayas de 250 grs. Soro precipitan-

te de 36 dias.

la Cobaya—0,1 soro ant. estalão— 2 cc.

s. prec— 0,7 toxina (tes. dose)
2a Cobaya—0,1 soro ant. estalão— 3 cc.

s. prec— 0,7 toxina (tes.dóse).

3a Cobaya—0,1 soro ant. estalão— T cit.

ag. physiol.— 0,1 toxina (test. dose).

Estas cobayas morreram com inter-

vallo de horas do quarto para o quinto

dia.

Soro precipitante de 30 dias.

lo Pombo—1/800 s. ant— dift.— 2 cc.

s. prec— test. dose.

2o Pombo—1;1.C00 s. ant.— dift— 2 cc.

s. prec— test. dose.

3o Pombo—1/800 s. ant-dift— 2 cc
ag. physiol.— test dose.

4o Pombo-1/l.OOQ s. ant,-dift.— 2 cc
ag. physiol.— te.st dose.

Todos os animaes sobreviveram ex-

cepto o ultimo que falleceu no 6» dia

Não obstante a nossa diligencia em
obter as melhores condições para se en-

contrarem resultados positivos, foi-nos

sempre impossível retirar a antitoxina

diphterica por meio de soro coelho-anti-

cavallo.

Ü resultado desses ensaios explica

porem porque razão discordam inteira-

mente das de DEHNE e HAMBURGER
as experiencias de KRAUS e PRIBRAM,
sobre a precipitação de antitoxinas em
«vivo» é que emquanto os primeiros tra-

balhavam com antitoxina tetânica os ou-

tros serviam-se para suas indagações de
antitoxica diphterica. As conclusões de

KRAUS e PRIBRAM sobre esse ponto,

não têm por isso um valor inquestioná-

vel.

Mas não só com antitoxina diphterica

deixamos de ter resultados positivos, os

ensaios com antitoxina botropica leva-

ram-no a resultados análogos. Estes en-

saios entretanto são mais passíveis de

critica visto que para as dosagens do

soro não se podem fazer grandes dilui-

ções do precipitinogeno, condição segim-

do KRAUS e PRIBRAM essencial para

que se obtenham resultados seguros. Para

obviar esse inconveniente, empregamos

quantidades excessivas de soro precipi-

tante que tinha sido como nos casos de

diphteria previamente provado com anti-

toxina tetânica.

O soro antitoxico empregado, provi-

nha de I. S. B. de S. Paulo e trazia co-

mo indicação de dosagem, 1 c c. de

soro para 1,6 de veneno de LACHESIS
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"LANCEOLATUS. O nosso veneno pro-

vinha de Bello Horizonte. Todas as dosa-

gens foram feitas pelo processo de
VITAL BRASIL. Antes de juntar o vene-

no, deixavam-se os tubos com soro anti-

toxico e soro precipitante, 2 horas na
estufa a 37o. Depois da adição do vene-

no demoravam ainda uma hora a 37o

antes da injecção que era feita na veia

axillar do pombo.
lo Pombo—1 ce. soro botr. 3 cc. s.

prec— 1,6 venen. L. lanceolatus.

2o Pombo—1 cc. soro botr. 2 cc. s.

sprec— 1,0 venen. L. lanceolatus.

3o Pombo—1 cc. soro botr. 1 cc. s.

prec— 1,6 venen. L. lanceolatus.

4o Pombo—1 cc. soro botr. 2 cc. ag.

dis.— 1,6 venen. L. lanceolatus.

5o Pombo—1,6 de veneno de L. lan-

ceolatus.

Todos os pombos se conservaram

em bom estado depois da inoculação e

sobreviveram, excepto o ultimo que teve

morte immediata.

2a Serie:

lo Pombo—1 10. de soro botr. 2 cc.

s. prec. 0,i6 ven. L. lanceolatus.

2o Pombo—1 10 de soro l)otr. 1,5

s. prec. 0,16 ven. L. lanceolatus.

3"J Pombo—1 10 de soro botr. 1 cc.

s. prec. 0,16 ven. L. lanceolatus.

4o Pombo—1/10 de soro botr. 2 cc.

ag. fis. 0,16 ven. L. lanceolatus

5o Pombo—1,16 veneno de L. lanceo-

latus.

Todos os animaes resistiram sem al-

teração do estado de saúde, com excep-

ção do ultimo que morreu antes de cinco

minutos.

A carencia do soro no mercado im-

pediu-nos de executar outros ensaios e

de determinar dosagens com soro anti-

crotalico. O soro precipitante aqui em-

pregado era de 24 dias.

Mais interessantes ainda foram os

resultados achados para antitoxina teta-

nica, com sùro precipitante hiuuano anti-

cavallo.

A. S. recebeu em dois dias 300 c. c.

de sôro anti-pestoso em tres injeções,

duas na veia e uma debaixo da pele. Ul-
tima injeção em 11-11-1919.

Em 19-11-1919, foi sangrado e o sôro
demonstrou:

Presença de precipitinogeno até a
diluição de 1/10.

Presença de precipitinas até á uma
diluição superior a 1/1000.

Ausencia de precipitina para a anti-

toxina tetânica.

Em 26-11-1919, outra vez sangrado
o sôro mostrou:

Presença de precipitinogeno até 1/10.

Presença de precipitinas até 1/1000.

Ausencia completa de precipitinas

para a antitoxina tetânica.

Em 24-12-1919, pela ultima vez san-

grado a analise do sôro demonstrou:

Presença de precipitinogeno até 1/2.

Presença de precipitinas até 1 '10.000,

.\u.sencia de precipitina para a anti-

toxina tetânica.

C. R. Recebeu 320 cc. de sôro anti-

pesto.so em tres inoculações endoveno-

sas, a ultima datando de 11-11-1919.

Em 22-11-1919, sangrado o sôro exa-

minado mostrou:

Presença de precipitinogeno até 1/10.

Presença de precipitinas até 1/1000.

Ausencia de precipitina para a anti-

toxina tetânica.

Em 5-12-1919:

Presença de precipitinogeno até 1/2.

Presença de precipitinas até 1/1000,

Ausencia de qualquer acção sobre a

antitoxina tetânica.

Em 29-12-1919:

Ausencia de precipitinogeno.

Presença de precipitinas até 1/10.000.

Ausencia de quaquer efeito nocivo

sobre a antitoxina tetânica. O precipiti-

nogeno foi pesquizado com sôro preci-

pitante de coelho para cavallo, de 17 dias,

As dosagens da antitoxina foram execu-
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tadas tão proximo do litulo antitoxico

do sôro, que se obteve nas cobayas teta-

no local nítido.

Posteriormente tivemos ainda ocasião

de examinar mais tres individuos, mas
eximimo-nos de mencionar detalhada-

mente os resultados por que não diferem

nada dos mencionados. Era nenhum caso

pudemos obter um resultado que pudesse

ser considerado duvidoso.

Demonstra isso portante que o pre-

cipitinogenos para determinadas especies

animaes, podem deixar de selo para ou-

tras, bem que essas outras possam res-

ponder com precipitinas a outras fracções

de sôro empregado.

Estudando no coelho, com antito-

xina disentérica, obtivemos resultados

completamente diferentes.

Technica :

Collocados 0,1 de sôro anti-Shiga

concentrado 6 vezes, durante duas horas

a 37» em presença de sôro precipitante

de 16 dias, de 4 dias, e de sôro normal

de coelho. Inoculada a mistura na veia

marginal da orelha, depois de centrifu-

gação e decantação, deixou-se passar

meia hora e então na veia da orelha

oposta, inocularani-se 0,4 de extracto Shi-

ga.

lo Coelho— 1 c. c. de sôro de 16 dias

—0,1 Shiga— 0,4 ext. Shiga.

2" Coelho— 1 c. c. de sôro de 4 dias

—0,1 Shiga— 0,4 ext. Shiga.

3° Coelho— 1 c. c. de sôro normal de

coelho-0,1 S. Shiga-0,4 ext. Shiga.

4o Coelho-0,1 S. Shiga— 0,4 ext. Shi-

«a.

O primeiro coelho morreu em tres

dias com paralisia generalizada, o se-

gundo que desde o segundo dia se mos-

trou quasi totalmente paralitico resistiu

até o 9o dia. Os outros dois animaes não

mostraram alteração do estado de saúde.

A repetição deste ensaio, levou-nos

a resultados análogos. O 10° coelho mor-

reu no 3" dia, o segundo faleceu no 7°

com paralisias iuiciaes no 2°. O sôro pre-

cipitante do 4o dia aqui empregado ti-

nha-se mostrado inteiramente incapaz de
retirar a antitoxina tetânica do sôro anti-

toxico. Estendendo as nossas investiga-

vões ás aglutininas, empregamos não só a

técnica de KRAUSe PRIBRAM, partindo

para as diluições de precipitações mães,
mas também usando para cada diluição

a juntar gei-mens, 0,5 de sôro precipi-

tante.

Technica:

A cada tubo contendo, 0,5 de sôro

precipitante foram juntados 0,5 de dilui-

ções a 1/25, 1/125, 1/250, 1/500, l/lOOO,

1/2000, 1/4000 de sôro agglutinante disen-

térico e depois de duas horas na estufa a
37», retiraram-se os precipitados forma-

dos por centrifugação e decantação. Addi-

cionado 1 c,c. de uma emulsão de b.

Shiga em cada tubo, levou-se a mistura á

estufa por mais duas horas e procedeu-se

a leitura.

Fizemos varias series para as preci-

pitinas que possuímos, 4, 10, 16, 21 e 26

dias.

A aglutinação deu positiva até

1/16.000 (ultimo tubo) na serie em que se

trabalhava com precipitinas do 4" dia e

completamente negativa em todas as ou-

tras, desde o primeiro tubo, bem que a

diluição do sôro empregado, não exce-

desse 1/25.

Uma serie testemunha, demonstrou

que o sôro agglutinante até 1/500.

A agglutínação até 1/lGOOO na serie

das precipitinas do 4o dia, corria por

conta do sôro de coelho empregado.

Para as agglutininas typhicas o sôro

empregado era agglutinante para a amos-

tra que usamos até 1/10.000.

Como precedentemente para os ba-

cilos disentéricos a agglutínação foi ne-

gativa com precipitinas do 10o, i6o, 21o

e 26o dias e positiva na do quarto dia.

Além da technica empregada acima, fize-

mos series de diluições de sôro aggluti-

nante a 1/500 e 1/1000 em 0,5 c. c, que
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juntamos a 0,5 dos soros precipitantes.

Depois da demora indicada na estufa, e

de retirado o precipitado, partimos do
liquido, sobrenadante para diluições que
addicionadas á emulsão de B. typhicos

nos permittissem títulos a 1/1000, 1/2000,

1/3000, 1/8000, 1/16.000, 1/32.000. t/G4.0oo.

A leitura permittiu ainda aqui com as

precipitinas do quarto dia, agglutinação

positiva até 1/32.000 que provavelmente
provinha do soro de coelho.

Estes dados indicam que os dilfcren-

tes anticorpos se encontram em circula-

ção fazendo parte de precipiliaogenos

différentes, que se podem em parte distin-

guir pela demora por que no organismo

do coelho se processa a produção de

precipitinas. Assim a antitoxina disente-

terica, já é parcialmente precipitada por

precipitinas do quarto dia, ao passo que
as agglutininas para o mesmo germen só

são precipitadas por soros do 10^> dia e

que a antitoxina tetânica só ainda com
soros mais tardios é retirada do soro an-

titoxico (16" dia).

Para as duas agglutininas que investi-

gamos a precipitação começava em soro

da mesma data, emquanto para a antito-

xina diphterícae l)otrüpica, foi-nos sem-

pre impossível obter resultados positivos,

apesar de todos os cuidados com que se

examinou a questão. Assim chegamos á

conclusão que os diversos anticorpos se

encontram presos a precipitinogenos dif-

férentes, alguns dos quaes se podem ni-

tidamente differençar, e outros em que

essa differenciação é prejudicada pelo

Tacto de provocarem no coelho um pe-

riodo de inoculação proximamente cgual.

KRAUS e PRIBRAM, por algumas pre-

cipitinas retirarem agglutininas para um
mesmo germen de determinados soros,

em certa quantidade e necessitarem de

muito mais soro precipitante para pro-

duzirem o mesmo effeito em agglutininas

de outros animaes da mesma especie,

acham até que o mesmo anticorpo possa

estar ligado a precipitinogenos differeu-

Ics nesses animaes (cavallos). Essa con-

clusão nos parece excessiva e cremos que
se trate aí antes de uma relação quan-
titativa entre o precipitinogeno a que
está ligada a agglutinina e a parte desse
mesmo precipitinogeno sem grupos agglu-
tinantes, que circula certamente ao lado,

e que é precipitada pela mesma especie

de i)recipitinas.

Como estava imediatamente indicado,

depois disso, encetamos o estudo das
relações entre precipitinas e outros anti-

corpos (agglutininas e antitoxinas).

Umcoelho marcado de acido picrico,

foi inoculado em:
24—1—1920—com 10 c. c. de uma emul-
são de bacillos de môrmo mortos a 70o

28—1—920—durante duas horas e simul-

taneamente com 10 c. c. de soro normal
2-2-920-de cavallo.

Sangrado em 9—2—920, forneceu so-

ro precipitante até 1/100.000 e aggluti-

nante até 1/1.600.

Technica :

A 0,5 de soro de coelho foram adici-

onadas quantidades decrescentes de soro
de cavallo a 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10.000

e 1/100.000. Depois de duas horas na es-

tufa a 37o e 21 horas no frigorifico, re-

tiraram-se os precipitados formados por
centrifugação e decantação e diluiram-se

os líquidos sobrenadantes de modo a se

obterem diluições de soro a 1/200, 1/400,

etc. até 1/6.400, depois de juntar a todos
os tubos 1 c. c. de uma emulsão de ger-

mens. A tubos testemunhas submettidoi

a tratamento idêntico substitui-se o so-

ro precipitinogenico de cavallo por aguai

physiologica. A leitura foi feita com 24

horas de estufa a 37°. Em todos os tubos

e mesmo no primeiro em que o precipi-

tado foi muito abundante o liquido so-

sobrenadante agglutinou os germens até

1/1600. como nos tubos testemunhas.

Conclue-se d'aqui, que as precipitinas

não estão ligadas no soro á mesma frac-

ção a que pertencem as agglutininas e

que a retirada dessa fracção não dá ás

agglutininas, nem maior affinidade neraí
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maior actividade para os germens espe-

cíficos.

Com as antitoxinas fomos levado a

resultados idênticos :

Um cavallo foi inoculado em:

17—9—919 com 100 cc. de toxoides

tetânicos.

25—9—919 com 250 cc. de toxoides

tetânicos.

6—10—919 com 250 cc. de toxoides

tetânicos.

17—10—919 com 300 cc. de toxoides

tetânicos.

29—10—919 com 400 cc. de toxoides

tetânicos.

9—11—919 com 400 cc de toxoides

tetânicos.

19—11—919 com 450 cc. de toxoides

tetânicos.

27—11—919 com 100 cc. de toxina

e formol (3 dias de contacto).

10—12—919 com 150 cc. de toxina

18-12—919 com 200 cc. de toxina.

19—12—919 com 500 cc. de soro

normal de carneiro.

30—12—919 com 250 cc. de toxina.

31—12—919 com 250 cc. de soro

normal de carneiro.

Sangrado em 9—1—970, forneceu so-

ro antitoxico com 500 u. a. por centi-

metro cubico e precipitante até 1/100.

Em 15—1—920, a 0,5 de soro desse

càvallo, foi juntado soro de carneiro di-

luido a 1/10. Depois de duas horas a 37°

e 24 horas no frigorifico foi centrifuga-

do e o liquido proveniente da decanta-

ção foi de tal forma diluido que o soro

antitoxico ficou a 1/1000, 1/2000 e 1/5000.

Testemunhas acompanharam o tratamen-

to com agua physiologica em vez de soro

de carneiro. A cada diluição juntou-se a

test, dose de toxina, e decorrida uma
hora foram feitas as inoculações em
cobayas de 350 grs.

lo— cobaya—1/1000 s. ant. precipita-

do —2 cc. ag. physiol.— Test. —dose.

2o- cobaya—1/2000 s. ant. precipita-

do —2 cc. ag. physiol.— Test. —dose.

3o—cobaya—1/500 s. ant. precipita-

do —2 cc. ag. physiol— Test. —dose.

4o—cobaya—1/1.000 s. ant. não prec.

—2 cc. ag. phj^siol. —Test.— dose.

5o—cobaya— 1/2.000 s. ant. não prec.

—2 cc. ag. physiol. —Test.— dose.

6o—cobaya—1/5.000 s. ant. não prec.

—2 cc. ag. physiol. —Test.— dose.

A terceira e a sexta cobayas fallece-

ram de tétano em 20—1—920; as outra»

quatro sobreviveram.

Um bode foi inoculado em:
28—10—919 com 50 cc. de toxoides

7—11—919 com 100 cc. de toxoides

17—11—919 com lOOcc. de toxoides

27—11—919 com 150 cc. de toxoides

10—12—919com 150 cc. de toxoides

20—12—919 com 20 cc. de toxina

30—12—920 com 40 cc. de toxina

9—1—920 com 50 cc. de toxina

19—1—920 com 50 cc. de toxina

20- 1—920 com 100 cc. de soro nor-

mal de cavallo.

29—1—920 com 50 cc. de toxina

30—1—920com 100 cc. de soro nor-

mal de cavallo.

Em 13—2—920, o animal foi san-

grado; e o soro dava 50 u. a. por centí-

metro cubico e era precipitante até

1/1000.

A technica aqui empregada foi exacta-

mente egual á precedente, o soro foi

precipitado por uma diluição a 1/10,

tubo em que o precipitado foi mais

abundante.

lo cobaya—1/500 s. ant. precipita-

do—2 cc. de ag. physiol.— Test.— dose.

2o cobaya—1/1.000 s. ant. precipita-

do—2 cc. de ag. physiol.— Test.— dose.

3o cobaya—1/500 s. ant. não prec—
2 ce. de ag. physiol.— Test.— dose.

4o cobaya—1/1.000 s. ant. não prec.—*

2 cc. de ag. physiol.— Test.— dose.
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A segunda e a quarta cobayas falle-

ceram de tétano durante o curso do se-

£(nndo dia, a terceira durante a tarde do
quarto dia e a primeira appareceu morta
na manhã do quinto dia.

Vê-se pois também d'aqui que a re-

tirada da fracção do soro que n'elles cons-

titue a parle precipitante, é inteiramente

independente da parte que forma a an-

titoxina tetânica em animaes de variada

especie. A retirada dessa parte não dá acü

soro melhores propriedades antitoxicas

nem maior affinidade para a tozini.

Rio, 12 de Março de 1920.


